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ABSTRAK 
 
Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh medium maturasi terhadap kompetensi perkembangan in vitro oosit kambing bligon. 
Ovarium kambing diperoleh dari Rumah Potong Hewan, dibawa ke laboratorium dalam 0,9% NaCl pada suhu 31 -34  C. Oosit diaspirasi dari 
folikel berdiameter 2-6 mm dengan menggunakan syringe 3 ml dan jarum 23 G. Oosit dengan minimal 2 lapisan sel-sel kumulus diproses 
untuk maturasi in vitro. Oosit dicuci 3 kali dengan dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) dan tissue culture medium 199 (TCM) 199, 
kemudian didistribusikan ke dalam 50 µl medium maturasi yang berbeda, yaitu TCM 199 (tanpa suplementasi), medium 199+20% fetal  calf 
serum (FCS), medium 199+20% cairan folikuler (FL), dan ditutup dengan minyak mineral. Selanjutnya oosit diinkubasi pada 38  C, 
kelembaban udara 95%, dan 5% CO2 selama 24 jam. Data dianalisis menggunakan analisis varian satu arah. Kualitas oosit setelah maturasi 
dianalisis secara deskriptif berdasarkan morfologinya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa medium 199+20% FC dan medium 199+20% 
FCS menghasilkan perkembangan oosit yang lebih baik daripada medium 199 (82,43±6,59%; 80,75±9,68%  vs 70,42±8,83%) (P<0,05). 
Analisis morfologi oosit setelah maturasi in vitro menunjukkan bahwa medium 199+20% FL menghasilkan oosit dengan abnormalitas 
terendah (11,49%), diikuti oleh medium 199+20% FCS dan medium 199  (13,92 dan 14,08%). Disimpulkan bahwa suplemetasi  20% FL 
pada medium 199 menghasilkan kuantitas dan kualitas mature oosit kambing bligon lebih baik dibandingkan dengan medium 199 dengan 
20% FCS maupun tanpa suplementasi.  
____________________________________________________________________________________________________________________ 
Kata kunci: medium maturasi, cairan folikuler, oosit kambing bligon, maturasi in vitro 
 
ABSTRACT 
 
The research was conducted to examine the influence of maturation medium on the in vitro developmental competence of bligon goat 
oocytes. Goat ovaries were obtained from a local slaughterhouse and transported to the laboratory in a flask of saline (0.9% NaCl) at 
temperature 31-34  C. Follicles of 2-6 mm in diameter were aspirated with 23 G needle and syringe 3 ml. The oocyte with more than 2 layer of 
cumulus cells were used in this research. Oocytes were washed 3 times with dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) and tissue culture 
medium 199 (TCM 199). The oocytes were then distributed into 50 µl different maturation medium, i.e. TCM 199 (medium 199, without 
supplementation), medium 199+20% fetal calf serum (FCS), medium 199+20% follicular fluid (FL), and covered with mineral oil. The oocytes 
then  subsequently incubated at 38  C, humidity 95%, and 5% CO2 for 24 hours. Data was analyzed by using one way Anova. The oocytes quality 
after maturation were analyzed descriptively based on morphology. The results showed that medium 199+20% FC and medium 199+20% FCS 
produced better oocytes than medium 199 (82.43±6.59%; 80.75±9.68% vs 70.42±8,83%) (P<0.05). Morphological analysis of oocytes after in 
vitro maturation suggested that medium 199+20% FL produced the lowest abnormalities of oocytes (11.49%), followed by 199+20% FCS and 
199 (13.92 and 14.08%). In conclusion, supplementation of 20% FL into medium 199 produced quantity and quality mature oocytes of bligon 
goat better than the 199 medium with 20% FCS or without supplementation.  
____________________________________________________________________________________________________________________ 
Keywords: maturation medium, follicular fluid, bligon goat oocytes, in vitro maturation 
 
 
PENDAHULUAN 
 
Ovarium merupakan hasil samping rumah potong 
hewan (RPH), dapat dimanfaatkan sebagai sumber 
oosit. Oosit yang diperoleh dari koleksi ovarium 
tersebut memiliki stadium yang beragam dan 
immature sehingga perlu dimaturasi secara in vitro. 
Namun hasil maturasi oosit in vitro tidak selalu 
memuaskan. Ukuran folikel, hormon, serum, dan 
faktor pertumbuhan dalam medium maturasi in vitro 
serta kondisi kultur sangat berpengaruh terhadap 
keberhasilan maturasi oosit (Velilla et al., 2002 yang 
disitasi Rahman et al., 2008). 
Serum merupakan bagian plasma darah tanpa 
fibrinogen atau faktor-faktor penggumpalan lain. 
Serum digunakan sebagai suplementasi dalam 
medium maturasi in vitro karena mengandung faktor 
pertumbuhan, hormon, dan peptida yang dapat 
mendukung pertumbuhan dan perkembangan oosit 
(Wani, 2002 yang disitasi  Rahman et al., 2008). 
Crozet et al. (2000), Gordon (2003), dan Velilla et al. 
(2002) yang disitasi Rahman et al. (2008) 
menyebutkan ada beberapa jenis bovine serum yang 
sering digunakan dalam medium maturasi in vitro, 
yaitu fetal calf serum (FCS), steer serum (SS), dan 
estrus goat serum (EGS) homolog maupun heterolog. 
Bovine serum dalam bentuk FCS, sering digunakan 
sebagai sumber protein utama dalam maturasi in vitro. 
Bovine serum albumin (BSA) dan berbagai bentuk 
bovine serum merupakan yang paling sering 
digunakan dalam medium maturasi (Gordon, 2003). 
Selanjutnya dikemukakan bahwa FCS memberikan 
hasil yang baik sebagai suplemen protein dalam 
medium maturasi in vitro dan mampu mendukung 
follicle stimulating hormone (FSH) yang ditunjukkan 
oleh viabilitas dan ekspansi sel-sel kumulus. 
Cairan folikel adalah cairan yang mengisi folikel 
antrum dan mengelilingi ovum dalam folikel ovarium, 
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cairan ini banyak mengandung asam hialuronat. 
Cairan folikel menyediakan lingkungan mikro yang 
sangat penting bagi perkembangan oosit. Cairan 
folikel merupakan produk kedua dari  transfer 
konstituen plasma darah yang melintasi penghalang 
darah folikel dan aktivitas yang keluar dari granulosa 
dan sel teka (Revelli et al., 2009). Komposisi cairan 
folikel terdiri atas faktor-faktor yang menstimulasi 
kamatangan oosit, seperti insulin-like growth factor I 
(IGF-I), IGF-binding proteins (IGFBPs), FSH, 
luteinizing hormone (LH), estrogen, progesteron, dan 
estradiol (Hafez dan Hafez, 2000; Gordon, 2003; 
Ubaidullah et al., 2009). Berdasarkan hasil penelitian 
Tabatabaei dan Mamoei (2010), komposisi biokimia 
cairan folikuler dalam folikel besar (diameter 10-22 
mm) antara lain kalsium, fosfor, glukosa, urea, 
kreatinin, kolesterol, trigliserida, protein, albumin, 
globulin, alkalin fosfatase (ALK), laktat 
dehidrogenase (LDH), aspartat aminotransferase 
(ASAT), dan alanin aminotransferase (ALAT). Hasil 
penelitian Sogorescue et al. (2010) menunjukkan 
suplementasi 10% cairan folikuler pada medium 199 
menghasilkan perkembangan oosit domba dan 
kambing yang lebih baik dibandingkan  dengan 
medium 199 dengan suplementasi epidermal growth 
factor (EGF) ataupun tanpa suplementasi. 
 
MATERI DAN METODE  
 
Koleksi Cairan Folikel 
Cairan folikel diambil dari folikel-folikel de Graft. 
Cairan folikel  disentrifus dengan kecepatan 1500 rpm 
selama 5 menit. Supernatan diambil kemudian 
disentrifus dengan kecepatan dan periode yang sama 
sebanyak 2 kali. Selanjutnya, supernatan difilter dan 
disimpan di dalam refrigerator. 
 
Koleksi Oosit 
Ovarium kambing yang diperoleh dari RPH 
dimasukkan dalam larutan NaCl fisiologis dalam 
termos. Seluruh permukaan ovarium terendam larutan. 
Ovarium tersebut dibawa ke laboratorium 3 jam 
setelah penyembelihan. Ovarium masih dapat 
digunakan untuk maturasi in vitro sampai 11 jam 
apabila disimpan dalam larutan NaCl fisiologis 
dengan suhu 25  C. Syringe 3 ml diisi medium 
sebanyak 1 ml untuk menjaga oosit yang diambil tetap 
berada dalam medium. Jarum diarahkan ke folikel 
yang diinginkan, folikel ditusuk kemudian disedot 
secara perlahan dan akurat untuk mengurangi 
kerusakan oosit. 
 
Pencucian Oosit 
Sebelum digunakan, diameter pipet diperiksa di 
bawah mikroskop untuk memastikan oosit dapat 
melaluinya dengan mudah tanpa menimbulkan 
kerusakan pada oosit dan sel-sel kumulusnya Oosit 
hasil aspirasi diambil dari tissue culture dish (TCD) 
penampungan menggunakan pipet aspirasi, kemudian 
dipindahkan pada drop DPBS. 
Klasifikasi oosit immature dilakukan berdasarkan 
morfologinya, yaitu: 1) oosit yang masih diselubungi 
sel-sel kumulus dengan utuh, 2) oosit yang hanya 
sebagian diselubungi sel-sel kumulus, 3) oosit yang 
tidak diselubungi sel-sel kumulus atau oosit gundul, 4) 
oosit yang diselubungi fibrin, dan 5) ooplasma kecil 
yang diselubungi sel-sel kumulus. Dalam penelitian ini 
digunakan oosit kelas satu dan kelas dua. 
 
Maturasi In Vitro (IVM) 
Oosit dicuci 3 kali dengan DPBS dan TCM 199, 
kemudian didistribusikan ke dalam 50 µl medium 
maturasi yang berbeda, yaitu TCM 199 (tanpa 
suplementasi), medium 199 + 20% FCS, medium 199 + 
20% FL, dan ditutup dengan minyak mineral. 
Selanjutnya oosit diinkubasi pada 38  C, kelembaban 
udara 95%, dan 5% CO2 selama 24 jam. 
 
Evaluasi Maturasi Oosit 
Evaluasi maturasi oosit dilakukan di bawah 
mikroskop stereo setelah diinkubasi 24 jam. 
Persyaratan oosit yang telah masak sesuai dengan 
morfologi oosit hasil maturasi in vivo, yaitu ruang 
perivitelline kecil, sel-sel kumulus menyebar tanpa 
terjadi degenerasi sel dan strukturnya jelas. Salah satu 
tanda oosit yang telah masak adalah adanya ekspansi 
sel-sel kumulus, selain germinal vesicle break down 
dan ekstrusi first polar body (Hafez dan Hafez, 2000; 
Gordon, 2003). 
 
Analisis Data 
Data kemampuan maturasi in vitro dianalisis 
menggunakan analisis varian satu arah. Data persentase 
oosit yang mengalami kerusakan setelah maturasi 
dianalisis secara deskriptif. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Oosit immature mempunyai sel kumulus yang rapat 
mengelilingi zona pellucida (ZP) disajikan pada 
Gambar 1. Kualitas oosit sangat memengaruhi tingkat 
maturasi yang dihasilkan. Oosit dengan morfologi 
bagus, yaitu sel kumulus berlapis-lapis, kompak, 
ooplasma homogen, penampilan cumulus oocyte 
complex’s (COC) terang dan transparan, serta adanya 
ZP yang intak (Rajikin et al., 1994 yang disitasi 
Rahman et al., 2008) menghasilkan lebih banyak oosit 
yang matang setelah IVM. Telah diketahui bahwa 
hubungan antara sel-sel kumulus dan oosit sangat 
penting, tidak hanya dalam proses maturasi oosit ke 
stadium metafase II tetapi juga pada maturasi 
sitoplasma yang diperlukan untuk perkembangan oosit 
setelah fertilisasi (Gustari et al., 2009). Interaksi sel 
kumulus dan oosit menghasilkan glikosaminoglikan, 
hormon steroid, nutrisi, dan faktor-faktor lain yang 
mendukung maturasi oosit. Pada oosit mature tampak 
ekspansi sel-sel kumulus yang merenggang 
mengelilingi oosit (Gambar 2) dan pada beberapa oosit 
dapat dilihat adanya ekstrusi first polar body (Gambar 
3).  
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Gordon (2003) melaporkan bahwa tanda oosit yang 
mature adalah adanya ekspansi sel-sel kumulus, 
germinal vesicle break down dan ekstrusi first polar 
body. Ekspansi sel-sel kumulus merupakan tanda oosit 
mature yang paling mudah terlihat. Ekspansi sel-sel 
kumulus sangat penting bagi keberhasilan fertilisasi 
karena dapat membantu migrasi spermatozoa di antara 
sel-sel kumulus (Widayati et al., 2007). Ekspansi sel-
sel kumulus bertepatan dengan terjadinya meiosis. Sel-
sel kumulus distimulasi oleh FSH dan growth factor 
untuk memproduksi dan mensekresikan hyaluronic 
acid yang menyebabkan ekspansi. Veeck (1998) yang 
disitasi Rahman et al. (2008) lebih lanjut menyebutkan 
bahwa ekspansi sel-sel kumulus dapat digunakan 
sebagai indikator morfologi kualitas oosit dalam 
maturasi in vitro. Ekspansi sel kumulus 
mengindikasikan oosit mature dan memiliki kualitas 
yang baik. Gandolfi et al. (2005) menyatakan 
komunikasi antara oosit dan sel-sel kumulus, dan antara 
individual sel kumulus, terjadi melalui saluran 
membran khusus (gap junctions) yang memungkinkan 
terjadinya transfer molekul-molekul. Molekul-molekul 
yang terlibat dalam komunikasi seluler meliputi 
metabolit glukosa, asam-asam amino, dan nukleotida-
nukleotida. Cyclic adenosine monophosphate (cAMP) 
dan purin berperan secara khusus yaitu mengatur 
proses meiosis oosit pada saat ovulasi atau maturasi in 
vitro. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa medium 
199+20% FL dan medium 199+20% FCS 
menghasilkan perkembangan oosit yang lebih baik 
daripada medium 199 (82,43±6,59%; 80,75±9,68% vs 
70,42±8,83%) (P<0,05). Sogorescue et al. (2010) 
melaporkan suplementasi FL pada medium 199 
menghasilkan perkembangan oosit domba dan kambing 
yang lebih baik dibandingkan EGF pada medium 199 
ataupun tanpa suplementasi. Ratnaningsih (2009) juga 
melaporkan bahwa suplementasi cairan folikel kambing 
berpengaruh secara nyata terhadap kemampuan 
maturasi in vitro oosit kambing. Cairan folikel 
mengandung hormon protein yaitu FSH, LH, dan 
prolaktin. Hormon FSH dan growth factor akan 
memproduksi dan mensekresikan hyaluronic acid yang 
memengaruhi ekspansi sel-sel kumulus dan 
perkembangan oosit (Bearden dan Fuquay, 1997; 
Revelli et al., 2009). Serum digunakan sebagai 
 
Gambar 1. Oosit kambing bligon immature (Sel-sel kumulus 
rapat mengelilingi zona pellucida, 40x, K=sel-sel kumulus, ZP=zona 
pellucida) 
 
 
 
Gambar 2. Oosit kambing bligon mature (Terjadi ekspansi sel-
sel kumulus. 40x, K=sel-sel kumulus, ZP=zona pellucida) 
 
 
Gambar 3. Oosit mature (Terjadi ekstruksi first polar body        
(1st PB) sebagai indikasi terjadinya metaphase II, 80x) 
 
 
Gambar 4. Oosit kambing bligon yang rusak setelah proses 
maturasi in vitro (Tampak tidak terjadi ekspansi sel-sel kumulus, 
zona pellucida mengkerut, dan fragmentasi dalam sitoplasma, 40x, 
O=oosit, K=sel-sel kumulus, ZP=zona pellucida 
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suplementasi dalam medium maturasi in vitro karena 
mengandung faktor pertumbuhan, hormon, dan peptida 
yang dapat mendukung pertumbuhan dan 
perkembangan oosit (Wani, 2002 yang disitasi Rahman 
et al., 2008). Meningkatnya konsentrasi serum diduga 
akan meningkatkan konsentrasi berbagai komponen 
pemicu terjadinya proses maturasi yang terkandung di 
dalam serum seperti hormon, protein, dan energi 
sehingga memberikan hasil optimal pada proses 
maturasi (Rao et al., 2002; Wattimena et al., 2006).  
Analisis morfologi oosit setelah maturasi in vitro 
menunjukkan bahwa medium 199 + 20% FL 
menghasilkan degeneratif oosit terendah (11,49%), 
diikuti oleh medium 199 + 20% FCS dan medium 199  
(13,92%  dan 14,08%). Pada degeneratif oosit 
menunjukkan ZP yang tidak intak, tidak terjadi 
ekspansi sel-sel kumulus (Gambar 4). Sel-sel kumulus 
berperan penting dalam maturasi oosit dengan 
menempatkan oosit dalam penahanan meiosis, memicu 
kembali meiosis, dan mendukung maturasi sitoplasma. 
Fungsi-fungsi tersebut disebabkan gap junctions dan 
kemampuan metabolisme spesifiknya. Gap junctions 
penting untuk pertumbuhan oosit in vitro, tanpa adanya 
gap junctions oosit tumbuh sangat kecil dan setelah 
beberapa hari dalam kultur akan mengalami nekrosis 
karena secara normal oosit tergantung pada sel-sel 
granulosa untuk memenuhi kebutuhan nutrisinya 
(Gondolfi et al., 2005;  Widayati et al., 2007).  
Keberhasilan maturasi in vitro sangat ditentukan 
oleh sistem yang digunakan. Sistem maturasi in vitro 
pada kondisi temperatur 38,5  C dan 5% CO2 serta 
kelembaban yang tinggi akan menyebabkan oosit dan 
embrio terekspos oleh konsentrasi oksigen dan cahaya 
yang tinggi, sehingga dapat meningkatkan produksi 
reactive oxygen species (ROS). Produksi ROS pada 
konsentrasi yang tinggi dapat mengakibatkan 
kerusakan seluler (Agarwal et al., 2005), kerusakan 
lemak, menghambat sintesis protein, dan pengurangan 
adenosin triphospate (ATP) (Gupta et al., 2009). 
Livingston et al. (2009) menyatakan bahwa secara in 
vivo, ROS dapat dikontrol dengan adanya anti-oksidan 
yang secara alamiah dihasilkan di dalam tubuh. 
Beberapa peneliti melaporkan konsentrasi ROS dalam 
cairan folikel dapat mewakili rentang alami pro-
oksidan yang diperlukan untuk perkembangan normal 
oosit. Sejumlah fisiologis ROS mungkin menunjukkan 
oosit berkembang sehat, sedangkan konsentrasi yang 
terlalu tinggi dapat menunjukkan keadaan oxidative 
stres (OS) dan menekan hasil in vitro fertilization 
(Pasqualotto et al., 2004; Wiener-Megnazi et al., 2004).  
 
 
KESIMPULAN 
 
Suplementasi 20% FL pada medium 199 
menghasilkan kuantitas dan kualitas oosit mature 
kambing bligon lebih baik dibandingkan dengan medium 
199 dengan 20% FCS maupun tanpa suplementasi. 
Persentase kerusakan oosit terbesar didapatkan pada 
medium maturasi oosit tanpa suplementasi. 
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